ANATOMIA DA FOLHA DO GUARANA
Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke (Sapindacee)

CLARISSE ALVES DE AREIA
Jardim Botanico do Rio de Janeiro

INTRODUGAO

Consultando a bibliografia existente sbébre a anatomia do guarana,
Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke, verificamos que os trabalhos
malis recentes visam sdmente a anatomia do fruto (MrLawez, 1959) e da
semente (ARENs, 1956). No trabalho do Dr. OTHCN MacHADO (1945) o0 as-
sunto € principalmente encarado sob o ponto de vista farmacognéstico.
Propuzemo-nos entdo realizar o estudo anatémico da félha.

Observamos que existe uma notavel diferenga estrutural entre a f4-
Iha jovem e a adulta, o que nos levou a dividir ésse estudo em duas eta-
pas. Na primeira, que ora apresentamos, tratamos da anatomia da £dlha
adulta, em trabalho posterior, ja iniciado, trataremos dos caracteres ana-
témicos da folha jovem, possivelmente acompanhados de detalhes relati-
vos a sua estrutura sub-microscopica.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas as folhas de exemplares existentes na regiao amazo-
nica do parque do Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Os estudos foram
efetuados em fragmentos do térco médio e do bordo das félhas frescas, ou
fixados em F. P, A,, ou ainda em tetréxido de ésmio a 2%.

Os cortes de material fresco foram efetuados com o auxilio do micré-
tomo de Ranvier e navalha histolégica. Usamos também cortes de 1/2 mi-
cron e ultra-finos (0,05 a 0,1 micra), obtidos com o micrétomo PORTER-
-BLUM provido de navalha de diamante Leitz, com a finalidade de me-~
lhor evidenciar os estomas, o que se conseguiu com o auxilio da micros-
copia eletrénica. Neste caso, apos a fixacdo em dsmio, o material foi
incluido em metacrilato de butila e metacrilato de metila em partes
iguais, sendo nos cortes ultra-finos o contraste intensificado pela impreg-
nacido com citrato de chumbo. As micrografias eletronicass foram tomadas
com o microscépio SIEMENS EIMISKOP I da Secdo de Microscopia Elc-
tronica do Jardim Botinico do Rio de Janeiro.

Entregue para publicacio em 12 de julho de 1965,
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Os cortes histolégicos normais, de material fixado, foram corados pela
hematoxilina-safranina, Sudan IV, e safranina-verde rapido, esta ultima
técnica mails largamente empregada pela sua facilidade e rapidez.

No estudo das epidermes, procedemos ao isolamento das mesmas pela
mistura de Jeffrey (dcido nitrico e acido crémico a 10% em partes iguais).
Empregamos também o método das réplicas (Castro, 1961), que uma vez
obtidas foram fotografadas para melhor observacido da area dos estomas.

A média de estémas por unidade de area foi obtida através de peque-
nos quadrados situados no térgo médio da félha, entre a nervura princi-
pal e o bordo. Na contagem dos estomas, servimo-nos da camara clara
Leitz, com a qual desenhamos um quadrado de 0,5 mm de lado. Obser-
vamos, com a mesma combinacio de lentes, diversas preparagdes de epi-
dermes, contando os estomas situados dentro do quadrado.

EPIDERMES

Sao uniestratificadas em ambas as faces. Observando a epiderme su-
perior em vista frontal notamos que suas células apresentam contérno
sinuoso, e as paredes externas possuem adelgacamentos bem visiveis (fo-
to n.2 1). Aproximando-se das nervuras, suas paredes tornam-se espessas
e retilineas, Somente na vizinhanca das nervuras ocorrem alguns pélos
glandulares. Estomas ausentes nesta regido, surgindo porém em grupos li-
neares em ambas as margens da nervura principal. Notam-se cicatrizes
consegiientes da queda de pélos glandulares, que ocorrem na folha jovem,
sendo caducos na félha adulta,

A epiderme inferior, também em vista frontal, mostra células com pa-
redes igualmente sinuosas, como se vé na fotografia n.? 2, podendo-se ob-
servar os nucleos e estdmas numerosos do tipo anomocitico (ranuncula-
ceo). Ai se encontram também pélos unicelulares e pluricelulares, aguéles
mais freqiientes.

A epiderme ventral é recoberta por uma camada cuticular com cérca de
2 micra, um pouco mais espéssa ao nivel da nervura principal. A face
dorsal é também recoberta por cuticula notadamente bem mais fina que
a da epiderme superior. Observamos estrias em ambas as faces, apenas
em torno da insercio dos pélos.

Em corte transversal do limbo, as células da epiderme superior sido
retangulares, com cérca de 20-22 micra de altura (foto n.2 4). As paredes
anticlineas destas células apresentam-se também espessadas por cama-
das cutinizadas. Possuem geralmente um grande vacuiolo, que ocupa qua-
se tdbda a cavidade celular, e cujo conteudo tem aspecto granuloso e se
cora pela safranina e pelp Sudan IV.

Na face abaxial, as células epidérmicas tém contdérno irregular com
cérca de 17 a 20 micra de altura (foto n.° 4),

1 — Pélos unicelulares — Sdo ponteagudos e se formam pela diferen-
ciacio de uma célula epidérmica (foto n.° 9), apresentando paredes ex-
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traordinariamente espessas (10 a 10,5 micra) com fino
revestimento de cuticula, evidenciada pelo Sudan 1IV.
Em material fresco, as vézes se pode perceber a pre-
senca de pequenos granulos na superficie externa da
parede. O lume é muito reduzido, e néle as vézes se
observa contetido granuloso. Na regido basal, notamos
que o espessamento da parede é menos acentuado,
havendo conseqilentemente um aumento do lume
celular (figura I). Atingem mais ou menos, 150, micra
de comprimento, e alguns déles sao encurvados. Pela
reacio da floroglucina cloridrica podemos afirmar que
suas paredes sio impregnadas de lignina, com espe-
cialidade na regido basal, onde a coloracio st mostra
mais intensa.

Fig. I

9 —— Pélos pluricelulares — Sao glandulares, for-

mados por divisao de uma célula epidérmica. O nu-
mero de células que 0S compoem varia de 6-8, dis-
postas em fileira. Apresentam-se quase sempre en-
curvados (como mostra a fig. II), suas paredes s20
delgadas, de natureza celulgésica, e algumas de suas
altimas células possuem grandes vacuolos cheios de
substaneia as vézes com aspecto granuloso e inten-
samente coravel pelo Sudan IV, possivelmente 6leos

essenciais ou resinas (foto ns. 9 e 10-G).

Fig. 111
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3 — Estémas — Numerosos, de 280 a 320/mm® Em vista frontal ob-
servamos que medem no maior didmetro cérca de 39 micra, e cérca de 30
no menor didmetro. O estiolo é freqilentemente sinuoso ou denteado, mais
raramente liso e retilineo (fig. III).

Nos cortes transversais e longitudinais observamos que a célula esto-
matica é recoberta por uma espéssa camada cuticular, Esta forma uma
“crista” bem pronunciada, limitando um pequeno atrio, que estabelece
comunica¢cio com a cimara subestomatica através do ostiolo. Nes-
tes mesmos cortes, ve-
rificamos que as célu-
las guardias tém lu-
me reduzido na regiao
central, e um pouco
mais dilatado préximo
a0s polos. A camara
subestomatica é pouco
profunda, e se estende
até cérca da metade
das células que la-
delam o estoma (foto
nt 3 e fig. IV).

PARENQUIMA CLOROFILIANO

Visto transversalmente o tecido pali¢adico é composto de um sé es-
trato de células bem alongadas, com cérca de 70 a 80 micra de altura, o
que corresponde a um pouco menos da metade do mesofilo, o qual mede
cérca de 184 micra (foto n.2 4). Observamos em seu interior, além de bo-
nitos cloroplastas de forma ovéide, grandes vacuolos, ¢ os nfcleos. Pos-
suem também abundantes tanoides, constatados principalmente pelo FeCl,
a 2,5%, ficando intensamente corados de castanho-escuro. Noutros cortes,
deixados em alcool & 85% por 24 horas e corados em seguida pelo FeCl,
a 2,5%, durante 30, verifica-se a auséncia quase total de coloracio refe-
1ida, conseqiiéncia da dissolugdo dos tanoides pelo Alcool.

As paredes anticlineas sio finas com muitas pontuacdes simples, e
20 longo das mesmas infiltram-se ramificacées de esclerécitos que atin-
gem as paredes periclineas internas das células epidérmicas, parecendo
reforcar ésse local (fotos 5 e 5a). Para melhor compreensao de sua es-
trutura, varios esclerécitos dissociados foram representados na fig. V.

Os cortes paradérmicos permitem apreciar a réde formada pelos es-
clerocitos e suas ramificacGes (foto no° 6).

O corpo déstes esclerdcitos se localiza no limite do tecido palicidico
com o lacunoso, onde passam os feixes fibrovasculares do mesofilo, com
os quais parecem ter relacio. Notamos, em média, quatro ou cinco rami-
ficacoes primarias de cada esclerocito, havendo freqiientemente outras
secundarias. Nas espessas paredes, sio visiveis pontuacdes em fenda obli-
qua, semelhantes as das fibras.
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Fig. V

Nos feixes fibrovasculares, destacam-se os vasos anelados e espirala-
dos caracteristicos da estrutura primaria. Os feixes sio geralmente acom-
panhados por elementos cristaliferos.

O parénquima esponjoso (foto n.° 4) é constituido por cérca de 5 estra-
tos celulares, cujos clementos tém forma irregular e paredes finas de
natureza pecto-celulésica. Seu conteiido é mais escasso que O das células
palicadicas, mas em tudo semelhante ao destas. As reacdes microquimicas
indicam ser éste tecido também rico em tanoides. As lacunas existentes
entre as celilas sio relativamente pequenas.

No mesofilo existem também bonitos laticiferos ramificados, que apa-
recem mais evidentes nas preparagdes coradas com Sudan IV (foto n° 7).

BORDO (foto n.o 8)

Na regizo do bordo, as células das duas epidermes nio se afastam do
ja descrito, porém as da palicada vao diminuindo de altura a medida
que se aproximam da aresta. A fltima célula da palicada estda em contacto
com o clorénquima esponjoso, que se inicia por uma ou duas camadas ape-
nas, aumentando o nfimero de estratos celulares & medida que se afasta
do bordo para o centro do mesofilo. Observamos ainda que o feixe fibro-
vascular, bem como 0s esclerécitos, chegam quase até a extremidade do
bordo, embora mais escassos. Pélos € estdomas ocorrem nessa regido, com
as mesmas caracteristicas ja assinaladas. Convém notar que nenhum re-
férco de esclerénquima ou colénquima é observado na aresta.
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NERVURA PRINCIPAL (foto n.0 9)

1 — Epiderme adarxial — Em corte transversal, mostram as células
secdo aproximadamente quadrangular, com a altura de 25 a 30 micra,
tendo as paredes externas aproximadamente 3 micra de espessura. Vista
de face, apresenta paredes praticamente retilineas, podendo ser aqui ob-
servados estomas dispostos mais ou menos em filas lineares. Nos angulos
da nervura podem ser vistos alguns pélos glandulares.

2 — Epiderme abaxial — Em corte transversal mostram suas células
se¢io menos regular com cérca de 20 a 25 micra de altura. Suas paredes
sAo espessadas, mas um pouco menos que as correspondentes da face su-
perior. Encontram-se aqul numerosos pélos unicelulares e pluricelulares,
do mesmo tipo ja citado.

Logo em seguida as duas epidermes, vem o colénquima, de tipo angu-
loso, em numero varidvel de camadas celulares, sendo mais numerosas na
face adaxial. Ocorrem ai algumas drusas de oxalato de calcio, bem como
alguns tubos secretores. Mais para o interior aparece o parénquima fun-
damental, cujas células sio relativamente grandes, com paredes delgadas,
pecto-celuldsicas, com formas e dimensfes variaveis, deixando entre =i
pequenos meatos. Notam-se ainda neste tecido idioblastas cristaliferos e
algumas células esclerosadas.

Cercando o conjunto de felxes libero-lenhosos, ha um anel completo
de esclerénquima, constltuido de fibras com paredes espéssas lignificadas,
dotadas de pontuacoes slmples em fenda curta e obliqua, e que aparecem
em sec¢do transversal como se vé na nervura secundaria constante da foto
n.% 10. Com um diametro de cérca de 23 a 25 micra, apresentam com
freqiiéncia as duas extremldades bi e trlfurcadas, também asslnaladas pelo
Prof. M1iLaNeEzZ no endocarpo desta planta (1).

O referido conjunto tem uma forma ovalada e encerra no seu interior
parénquima fundamental ou medular, muito semelhante ao parénquima
fundamental externo, contendo, inclusive, drusas de oxalato de calcio.

Na porc¢io liberiana dos feixes, além das células do parénquima ra-
dlal e axlal, de se¢io geralmente maior e arredondada, encontram-se os
elementos tipicos do liber, ou sejam, tubos crivados e células companhei-
ras (uma para cada tubo). Na porcdo lenhosa dos feixes, encontram-se fi-
leiras radlais de vasos cujo didmetro aumenta, regularmente, de dentro
para fora, sendo ainda em geral perceptiveis os de protoxilema. Estes
estdo habitualmente cercados por um parénquima de células pequenas de
paredes celulésicas, exceto na sua porcdo mais interna onde sao lignlfi-
cadas (parénquima perimedular).

NERVURA SECUNDARIA

As nervuras secunddrias apresentam-se idénticas as primarias, no-
tando-se porém, uma reducio dos estratos celulares tanto do colénquima
como do parénquima fundamental,
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O esclerénqulma forma um anel completo, tendo em seu interlor os
feixes libero-lenhosos, também em menor nimero que o das nervuras pri-
marias, e dispostos mais irregularmente, nio havendo parénquima fun-
damental em seu interior.

Na nervura sub-marginal a disposicao ainda é idéntica, havendo porém
apenas um grande feixe libero-lenhoso (foto n.° 10).

Fato curioso é que o estrato de células palicadicas ndo desaparece
ai notando-se entretanto uma diminuicio da sua altura, como pode ser
notado na mesma foto.

RESUMO

Versa o presente trabalho s6bre a anatomia da f6lha adulta do gua-
rand, Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke, havendo sido observa-
das as seguintes caracteristicas principais: — Epiderme uniestratificada
em ambas as faces protegida por cuticula, mais espéssa na face ventral.
A epiderme dorsal apresenta estrias proximo a insercdo dos pélos. Estomas
simples do tipo anomocitico. Palicada uniestratificada; suas células dimi-
nuem de altura ao nivel da nervura principal, da secundaria e do bordo.
Ao longo de suas paredes anticlineas infiltram-se ramos de notaveis
esclercitos. Estes apresentam ramificacdes primarias e secundarlas for-
mando como que um reférco nio sé6 nas paredes periclineas internas da
epiderme como ao longo dos feixes fibrovasculares, O tecido esponjoso é
mais ou menos compacto, com lacunas pouco desenvolvidas. O mesofilo

contém grandes laticiferos ramificados. O esclerénquima envolve os feixes
libero-lenhosos formando anel circular tanto na nervura principal como
nas secundarias. O parénquima fundametal e medular da nervura prin-
cipal contém muitas drusas de oxalato de cilcio; possuindo algumas tam-
bém as nervuras secundarias. Encontra-se colénquima abaixo das duas
epidermes na nervura principal e nas secundarias.

SUMMARY

The anatomy of the leaf of “guarand”, Paullinia cupana var. sorbilis
(Mart.) Ducke, was studicd, and the following characteristics were
observed: — Unistratified epidermis in both leaf surfaces, protected by a
thicker cuticle on the ventral side. Conspicuous striae only found at dorsal
epidermis, radiating from the hair bases. Stomata (anomocytic type) only
occurring at the dorsal epidermis and along the veins at the ventral
epidermis. Unistratified palisade, with cells diminishing in size at the
principal and secondary veins, and close to the leaf border. Curious
sclereids run along the fibrovascular bundles and send branches along
the palisade cells, and underneath the upper epidermis.

Spongy parenchyma rather compact, with small intercellular spaces.

In the mesophyll, branched laticifers were found.

Both in main and in secondary veins: sclerenchyma surrounds the
vascular bundles, forming a complete ring; ground and pith parenchyma
inclose calcium oxalate druses; collenchyma occurs below the epidermises.
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DESCRICAO DAS MICROGRAFIAS

Foto n.°? 1 — Epiderme superior destacada pela mistura de Jeffrey e
corada pela safranina. Paredes muito sinuosas (S); e adelgacamentos nas
paredes externas (A). Fotomicrografia em contraste de fase, x 800.

Foto n.° 2 — Epiderme inferior; fotomicrografia de réplica de colddio,
que mostra os estémas (E) as sinuosidades (S) das paredes celulares,
a insercido dos pélos (I) e as estrias epicuticulares junto as mesmas (Es).
x 300.

Foto n? 3 — Secido transversal do estomato, fixado pelo acido 6smico
e incluido em metacrilato. Cristas (C) formadas por projecoes da camada
cutinizada (Ct), células estomaticas (Ce) de lumen quase totalmente toma-
do pelo nucleo (N). O- ostiolo, A- atrio, Cs- cimara sub-estomatica, Cc-
camada celulésica. Eletromicrografia, de corte ultra-fino, contraste inten-
sificado pelo Pb. x 3.000,

Foto n° 4 — Corte transversal do limbo. Material fresco, tratado
ligeiramente pelo hipoclorito e corado pela safranina-verdc rapido. E-
epiderme superior, Ei- epiderme inferior, P- palicada, Pe- parénquima es-
ponjoso. Fotomicrografia, x 300.

Foto n.? 5 — Corte transversal do limbo ligeiramente tratado pelo hi-
poclorito e corado pela safranina-verde rapido. F- Feixe fibrovascular. E-~
esclerécitos que se insinuam entre as paredes da palicada. x 300.

Foto n.° 5a — Esclerdcito dissociado pela mistura de Jeffrey, mostran-
do as ramificacoes que chegam as células epidermicas, Fotomicrografia em
contraste de fase x 400.

Foto n.° 6 — Corte paradérmico de material fresco, corado pela safra-
nina-verde rapido. Réde formada pelos esclerécitos (E). x 160.

Foto n.° 7 — Corte paradérmico de material fresco, tratado pela he-
matoxilina-Sudan IV, vendo-se os laticiferos ramificados (L). x 200.

Foto n.° 8 — Secdo transversal do bordo da f6lha. Material fresco
diafanizado pelo hipoclorito e corado pela safranina-verde rapido.

Foto n.2 9 — Corte transversal da nervura principal. Material fresco,
tratado pelo hipoclorito e corado pela safranina-verde rapido. Vém-se al-
gumas drusas de oxalato de calcio (D), tubos secretores (T), pélos uni-
celulares (P) e pélos glandulares (G). x 73.

Foto n.° 10 — Corte transversal da nervura secundaria. Material fresco,
tratado ligeiramente pelo hipoclorito e corado pela safranina-verde rapido.
Feixe libero-lenhoso (F) e pélo glandular (G). x. 340.
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ESTRUTURA MICROSCOPICA E SUB-MICROSCOPICA
DA MADEIRA DE BAUHINIA FORFICATA LINK (LEG. CAES.)

RAUL DODSWORTH MACHADO,
ARMANDO DE MATTOS FILHO e
JONIA MARIA GUEDES PEREIRA

Jardim Botanico do Rio de Janeiro *

INTRODUCAO

A importaincia da melhor compreensio da estrutura do lenho é
evidente, uma vez que as propriedades da madeira decorrem, em ultima
anilise, da natureza e arranjo das células que a constituem.

A investigacio da anatomia da madeira segue padrées ja bem esta-
belecidos por longa e sedimentada experiéncia. Entretanto, os esclareci-
mentos relativos & sua sub-estrutura provinham, até 1950, de métodos
indiretos — a microscopia com luz polarizada e a difracdo de raios X,

Assim, quando o microscopio eletronico e técnicas adequadas de
preparacio permitiram ver diretamente detalhes ultra-finos, inclusive as
microfibrilas de celulose cujo diametro é da ordem de 20 milimicra,
desenvolveu-se intensa e extensamente a aplicacdo déste método; os
resultados mais importantes da década 1950-1960 foram resumidos por
LIESE e -COTE (11).

A bibliografia atual dedicada & estrutura fina de madeiras é por
demais vasta e nos é acessivel apenas em parte, razio por que mencionamos
somente que a mais importante contribuicio provém das escolas de FREY-
WYSSLING e MUHLETHALER, LIESE, WARDROP, PRESTON, COTE e
outros.

Os traquedides das coniferas foram dos primeiros objetos a serem
estudados, dada a relativa simplicidade da anatomia da respectiva madeira,
sendo obtidas imagens diretas da trama e orientacado das microfibrilas nas
diferentes lamelas da parede primaria, camadas S1 e S2 da parede
secundaria, e parede.tercidria (ou camada S3 da parede secundaria).

Foram conseguidos interessantes esclarecimentos sbébre a camada
verrugosa, que pode revestir a face interna da parede celular, intercalada
ou recoberta por um depédsito amorfo.

* Todos bolsistas do Conselho Nacional de Pesquisas.
1965Trabalho _rcalizado em 1964, entregue para publicacio em julhn de
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